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原 著

マ ウ ス 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ のMycobacteriumn aviumn complexに

対 す るin vitro抗 菌 活 性 に 及 ぼ す 麻 黄 附 子 細 辛 湯,ヨ ク イ ニ ン の 影 響
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We previously examined the effects of two Chinese traditional medicines "Mao  -Bushi -

Saishin-To" (MBST) and "Yokuinin", on the therapeutic efficacies of a benzoxazinorifa -

mycin, KRM-1648, against Mycobacterium avium complex (MAC) infection induced in 

mice. MBST but not Yokuinin potentiated the therapeutic activity of KRM-1648 against 

MAC infection. In the present study, we examined the effects of these traditional medi -

cines on some  MO cell functions. First, MBST significantly potentiated MO anti-MAC anti-

microbial activity, while Yokuinin did so to a much lesser extent . Secondly, MBST and 

Yokuinin each strongly inhibited production of nitric oxide (NO) in MAC-infected Mcbs
. 

Thirdly, treatment of MƒÓs with MBST or Yokuinin caused reductions in the accumula - 

tion of IL-10 in culture fluids by MAC-infected Mcbs during the first 2-days cultivation
. 

On the other hand, in the separate experiment , treatment of Mcbs with these drugs caused 

no significant change in the accumulation of TGF-ƒÀ by MAC-infected MO s at day 7
. 

These findings suggest that these Chinese traditional medicines
, particularly MBST, 

potentiate MOanti-MAC antimicrobial activity, however, NO do not appear to be cru- 

cial effectors in the anti-MAC activity of MBST- or Yokuinin -treated Mg5s . Moreover, 

MBST- and Yokuinin-mediated down-regulation of the production of IL-10in MAC - 

infected MƒÓs may be related to their potentiating effects on MO anti-MAC activity
.
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は じめ に

Mfycobacterium aviumn complex(MAC)感 染 症

の難治性には,本 菌の諸種抗菌剤に対する耐性や宿主マ

クロファージ(Mφ)内 での強い生存力などの諸要因に

加えて,感 染宿主に誘導される免疫抑制性サイ トカイン

ヵスケードの活性化も一つの要因として関わっている可

能性が考えられている1)～3)。なかで もIL-10やtrans-

forming growth factor-β(TGF-β)はMφ の過

度な活性化に伴い,免 疫抑制性サイトカ インとして産生

される傾向が強く4)～6),感 染部位における炎症反応,

特 に過度な遅延型過敏症反応を抑えることができればこ

のようなTh2タ イプのサイトカ インやMφ 不活化サイ

トカインを中心とする抑制性サイ トカインカスケー ドの

活性化への流れを回避することが,あ る程度可能になる

ものと考えられる。このような観点から,先 に,著 者ら

は実験的マウスMAC感 染症モデルを用いた実験系で

ベンゾキサジノリファマイシンKRM-1648(KRM)

と漢方i薬である麻黄附子細辛湯(MBST)と の併用投

与によりKRMの 治療効果 を有意に増強することがで

きることを報告 している7)。

ところで麻黄附子細辛湯は抗アレルギー作用または抗

炎症作用などを有する麻黄,附 子,細 辛から成る漢方薬

であ り8)～10),そ の薬効成分 としてはエ フェ ドリン

(麻黄)な どが知られているが,薬 理作用についてはな

お不明な点もある。他方,ヨ クイニンは主にハ トムギ抽

出成分から成 り,抗 ウイルス作用のほかに抗炎症作用,

抗腫瘍活性なども認められている11)～13)。 したがって,

これらの漢方薬はいずれもMAC感 染宿主の免疫応答,

特 に宿主Mφ 諸機能に対 して何 らかの影響を及ぼす可

能性が考えられる。

そこで今回は,MBSTと ヨクイニンのMAC感 染宿

主Mφ 内のMAC菌 の増殖に及ぼす影響について検討

するとともに,宿 主Mφ の殺菌エフェクターnitric oxide

(NO)の 産生能,あ るいはIL-10やTGF-β な どの免

疫抑制性サイトカインの産生能に及ぼす影響についても,

若干の検討を行った。

材料 と方法

1)供 試菌

MAC症 の患者より分離されたMf.aviumn N-444株

(血清型8)を7H9培 地で培養後,遠 心洗浄 し0.1%牛

血清アルブミン加燐酸緩衝生理食塩水に浮遊させたもの

を-80℃ に保存 し,用 時溶解 して実験に供 した。

2)供 試薬剤

MBST(小 太郎漢方製薬),ヨ クイニン(同)を 供試

した。なおこれらの薬剤は用時生理食塩水に溶解させた

ものを用いた。

3)マ ウス腹腔Mφ 内局在MAC菌 に対する抗菌作用

ザイモザンA(1mg)をBALB/c系 雌 マウス(10

～12週 齢)の 腹腔内へ投与 し,4日 後に2%牛 胎 児血清

を加えたHanks氏 液で腹腔浸出細胞を採取 した。同緩

衝液で遠心洗浄後得られた細胞 を5%牛 胎児血清(FBS)

加RPMI1640培 地 に浮遊させ,3×105細 胞/wellに な

るように6mm径 の培養 ウェル(96-Well:Becton

 Dickinson)に まき,5%CO2下,37℃ で2時 間培養

した。次いで2%FBS加HBSSで 非付着細胞 を洗浄除

去 し,得 られた付着細胞 を腹腔Mφ として用いた。 こ

のMφ 単層培養 に10μg/mlあ るい は100μg/mlの

MBSTま たはヨクイニンを含有する5%FBS加RPMI

培 地の0.2mlを 加 え,2日 間の培養を行った後,培 地を

除去 して2%FBS加HBSSで ウェルを洗浄 した。 これ

に5%FBS加RPMI培 地に浮遊させたMAC菌 液(1.5

×106CFU/ml)の0.1mlを 加 えてさらに2時 間培養し,

非貧食菌を2%FBS加HBSSで 洗 浄除去 した後,再 び

上述の薬剤を含有する培地を加え,さ らに7日 間にわたっ

て培養 した。所定の時間にウェルに0.23%ラ ウ リル硫

酸ナトリウム(SDS)80μlを 加えて細胞を溶解 させた

後,次 いで120μlの20%BSA加PBSを 加 えてSDS

を中和 した後,得 られた細胞溶解液中のCFUを7H11

寒 天培地上で計測 した。

4)Mφ のサイトカイン産生能の測定

上述の実験でのMAC感 染 あるいは非感染Mφ の培

養上清中のIL-10お よびTGF-β の濃度 を,捕 捉抗体

として抗IL-10お よびマウス抗TGF-β 抗体,次 いで

キャッピング抗体としてビオチ ン標識 させた抗IL-10

抗体 またはトリ抗TGF-β 抗体を用いて反応させた後,

IL-10の 場合はさらにアルカリフォスファターゼ標識ス

トレプ トアビジンを,他 方,TGF-β の場合にはアル

カリフォスファターゼ標識抗 トリIgG抗 体 を各々反応

させた。次いでP-ニ トロフェニルリン酸(Sigma)を

基質としての呈色反応を行い,各 々のサイ トカイン濃度

を測定した。

5)Mφ のNO産 生 能

上述と同様な方法で16mm径 の培養 ウェル上 に調製

した腹腔Mφ の単層培養をMBSTあ るいはヨクイニン

処理 した後,こ れにMAC菌(2.5×107CFU/well)

を感染 させ,次 いで37℃ で2日 間培養 し,そ の培養上

清中のNO2-濃 度 をGriess法14)に よ り測定した。

結 果

1)MBST,ヨ クイニン処理腹腔Mφ 内でのMAC菌

の増殖動態

Fig.1に は,MBSTお よびヨクイニ ンのMφ 抗菌活
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Fig. 1 Effects of MBST and Yokuinin on MO 

antimicrobial activity against MAC .

 MO monolayer culture on a 6.0-mm

 well was pretreated in 5% FBS-RPMI 

1640 medium in the absence (•‹) or 

presence of 10 or 100 pg/m/ each of 

MBST (•œ,•¢) or Yokuinin (•£,• ) for 2

 days, thereafter infected with MAC

 organisms (1.5•~10 6 CFU/ml) for 2 hr
,

 and cultivated in the presence or ab-

sence of corresponding test drugs for

 up to 7 days to monitor intracellular

 growth of MAC organisms. Each 

symbol indicates the mean•}S.E.M.

(n =3). *: Significantly smaller than 

the value of untreated control MOs 

(p<0.05; Student's t-test).

性 に及 ぼす 影 響 につ い て の成 績 を示 し た 。 ま ず96ウ ェ

ル プ レー トに調 製 したMφ 単 層 培 養 をMBSTあ る い は

ヨ ク イニ ンで2口 間 処 理 後,付 着 細 胞 をニ グ ロシ ン染 色

し,鏡 検 法 で 生 細 胞 数 を カ ウ ン トした と ころ ,薬 剤 非添

加 の系 で の付 着 生細 胞 数 を100%と した場 合 の 生 細 胞 数

は1μg/mlMBST;96%,10μg/mlMBST;124% ,

100μ9/mlMBST;135%,一 方,1μ9/mlヨ クイニ ン;

95%,10μg/mlヨ ク イ ニ ン;99%,100μg/mlヨ ク イ

ニ ン;131%で あ り供 試 薬 剤 の 生 存 数 に 及 ぼ す 影 響 は 特

に認 め られ なか った 。 次 にMAC菌 液 を 加 え て2時 間

後 のCFU(10gCFU/well)は 薬 剤 非 添 加;4 .28±

0.01,10μg/mlMBST;4 .31±0.01,100μg/mlMBST;

4.27±0.03,10μg/mlヨ ク イ ニ ン;4 .35±0.0.1,100

μg/mlヨ ク イ ニ ン;4.31±0.01で あ りMBSTあ る い

は ヨ ク イニ ン処 理 のMφ 食 菌 能 に 及 ぼ す 影 響 は 特 に 認

め られ なか った 。他 方,Fig .1に 示 す よ う に,感 染 後7

日で はMBST(10μg/ml,100μg/ml)処 理Mφ で は ,

対 照Mφ の 場 合 に比 べ て,細 胞 内 局 在MAC菌 の 増 殖

Fig. 2 Effects of MBST and Yokuinin on NO 

production by MAC-infected MOs. MO 

monolayer culture on a 16-mm well was 

pretreated with 30 pg/m/ each of MBST

 or Yokuinin for 2 days, thereafter in-

fected with MAC organisms (2.5•~107

 CFU/ml) for 2 hr, and cultivated in 

fresh medium for 24 hr to measure the 

NO production. Each bar indicates the

 mean•}S.E.M. (n=3). *: Significantly

 smaller than the value of untreated con-

trol Mcbs (p<0.01; Student's t-test) .

が有意に抑制された(p<0.05)。 同様にヨクイニン(10

μg/ml,100μg/ml)処 理Mφ について も細胞内局在

MAC菌 の若干程度の増殖抑制が認められた。したがっ

てMBSTや ヨクイニンは,弱 いなが らMφ の抗MAC

抗 菌力に対する増強作用を有するものと考えられる。

2)MAC感 染Mφ のNO産 生能に及ぼすMBST ,ヨ

クイニンの影響

Fig.2はMAC感 染Mφ のNO産 生 能に及ぼすMBST ,

ヨクイニンの影響をみたものであるが,MBST,ヨ クイ

ニン処理によりいずれの場合 もMφ のNO産 生 能が低

下した。なお,こ の傾向はMBST処 理Mφ でやや強かっ

た。

3)MAC感 染Mφ のIL-10,TGF-β の産生能に及

ぼすMBST,ヨ クイニンの影響

Fig・3はMAC感 染Mφ のIL-10,TGF-β 産生に

及ぼすMBST,ヨ クイニンの影響をみたものであるが ,

MAC感 染Mφ の培養早期に産生のみ られるIL-10に

ついてはMBST ,ヨ クイニン処理のいずれの場合 も

MAC感 染Mφ からの産生を抑制する傾向が認められた。

またその効果はヨクイニンの方がMBSTよ り も顕著で

あった。一方,培 養7日 目以降に産生のみられるTGF-

βに関してはMBST処 理 によってはMφ のTGF-β

の産生にはほとんど影響はみられなかった。他方,ヨ ク

イニン処理ではMAC感 染Mφ のTGF-β 産生能が若

干充進する傾向が認められた。
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Fig. 3 Effects of MBST and Yokuinin on IL-10 and TGF-ƒÀ produc-

 tion by MAC-infected Ws. MO monolayer cultures in 6.0

-mm culture wells were pretreated with the indicated con-

centrations of MBST or Yokuinin for 2 days, thereafter in-

fected with MAC organisms (1.5•~106 CFU/ml) for 2hr, and

 cultivated in the presence or absence of corresponding test

 drugs for up to 2 and 7 days to measure subsequent produc-

tion of IL-10 and TGF-ƒÀ, respectively. Each bar indicates 

the mean•}S.E.M. (n=4). *: Significantly smaller than

 the value of untreated control Mcbs (p<0.01; Student's t-

test).

考 察

今回,抗 炎症活性を有することの知られる漢方薬であ

るMBSTお よびヨクイニンの,マ ウス腹腔Mφ 機能に

及ぼす作用について,特 にMAC殺 菌能に関わるMφ 機

能に注目して検討を行った訳であるが,Mφ をこれらの

薬剤で処理した場合,Mφ 内でのMAC菌 の増殖動態に

若干の抑制傾向が認められた。ところが,MAC感 染

Mφ のNO産 生能は,こ れらの薬剤処理によって逆に弱

いながら抑制を受けることが分かった。また別の実験で,

MAC感 染Mφ の活性酸素産生能がMBST処 理 によっ

て抑制されるといった成績も得 られている(成 績省略)。

先にわれわれは15)～17),MAC菌 体刺激Mφ におけ

る抗MAC殺 菌エフェクター産生の経時的変化につい

ての検討を行い,Mφ のMAC菌 体 での刺激後,速 やか

な活性酸素の産生が一過性(0～2時 間)に みられた後,

これよりやや遅れて遊離脂肪酸の遊離が始まり,48時 間

まで持続するが,NOの 産生は活性酸素の産生が終息 し

たphase以 降に始まり,そ の後72時 間以上にわたり徐々

に充進してい くことを見いだしている。さらに,こ れら

の殺菌エフェクターの うち特 にNOと 遊離脂肪酸 との

間には協同作用が認められることから,Mφ 殺菌エフェ

クターとしてMAC殺 菌 活性に最 も効果的な組合せは

NO+遊 離脂肪酸であることが明らかになっている。

今回の成績を勘案するに,MBSTや ヨクイニン処理

Mφ にみられる抗MAC殺 菌活性の増強現象においては,

NO以 外 の他のMφ 内殺菌エフェクターの作用あるいは

それらとNOと の協同作用が,Mφ の抗MAC活 性 の

発現に重要であることを示唆しているもののように思わ

れる。

ところで,今 回のMAC感 染Mφ よりのサイ トカイ

ン産生能に及ぼすMBST,ヨ クイニ ン処理の影響につ

いての検討では,IL-10産 生 に対 してはこれら漢方薬に

よる有意な抑制作用が認め られたが,TGF-β の産生

には特に有意な影響はみられなかった。なお,最 近われ

われの行った検討では,Mφ から産生されるendoge-

nousなIL-10やTGF-β はMφ のMAC殺 菌 能に対

して有意なdown-regulation作 用 を示しえないといっ

た成績が得 られており18)19),Bermudez20)21)ら の提唱

するようなMφ のMAC殺 菌能のendogenousなIL-
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10やTGF-β による抑制という考 え方には再考の余翅

があるのか もしれない。この点については,今 後さらに

詳 しい検討を進める必要があるものと考えられる。
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